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PROXECTO
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« Obxectivo Xeral do Proxecto:

« Dotar ao berberecho da costa galega dunha identidade propia e
diferenciada no mercado como recurso sostible.

- Obxectivos tecnoloxicos:

- Desenvolver técnicas moleculares de vangarda que permitan a
diferenciacion do berberecho galego (Cerastoderma edule) do
berberecho doutras procedencias.

- Implementar novas tecnoloxias que permitan dispoier de
informacion de cara ao consumidor final sobre a procedencia e
caracteristicas do produto grazas atrazabilidade na etiquetaxe.

- Obxectivos econdmicos:

- Garantir_a trazabilidade dos produtos etiquetados, valorizando este
produto fronte aos procedentes doutras areas xeograficas.

- Favorecer o rendemento econdmico do berberecho como produto
de calidade garantindo a sua trazabilidade, xerando un Vvalor
engadido como produto procedente do marisgueo das confrarias
galegas.

« Obxectivos medioambientais:

- Potenciar a correcta xestion dos recursos propios evitando a
Introducion_doutras _especies gue poidan afectar_as _poboacions
autoctonas, garantindo unha explotacion sostible, responsable e
continuada do berberecho como base importante da economia
rexional.




RESULTADOS PREVISTOS DO PROXECTO

» Definir marcadores moleculares
para diferenciar o berberecho galego do
de outras procedencias.

> Establecer un sistema de cuantificacion de
larvas de C. edule na columna de auga.

» Desefio dun sistema para a transferencia
dos resultados e a sua implementacion na
trazabilidade alimentaria e a xestion sostible
do recurso.




Taxonomia

Género

Cerastoderma Poli, 1795

Especies

Cerastoderma edule (Linnaeus, 1758)
Cerastoderma glaucum (Bruguiére, 1789)

Denominaciones comerciales

Resoluciéon de 28 de marzo de 2016, de la
Secretaria General de Pesca, por la que se
publica el listado de denominaciones
comerciales de especies pesqueras y de

acuicultura admitidas en Espafia. (BOE, 84.

7 de abril de 2016).

Cerastoderma edule: BERBERECHO,
VERDIGON, COPINYA O ESCOPINYA DE
GALLET, VERIGUETO, CATXEL, COC(FAOQ).

Cerastoderma glaucum: BERBERECHO
VERDE, ESCOPINYA DE GALLET, CATXEL
VERD, BIROLLO

BERBERECHO DE GROENLANDIA: Serripes
groenlandicus

BERBERECHO DENTADO : Laevicardium
crassum (SALTON)

BERBERECHO GIGANTE DEL ATLANTICO:
Dinocardium robustum

Classification: Biota

> Animalia (Kingdom) > Mollusca (Phylum) > Bivalvia (Class) > Heterodonta (Subclass)
> Euheterodonta (Infraclass) > Imparidentia (Superorder) > Cardiida (Order) > Cardioid
ea (Superfamily) > Cardiidae (Family) > Lymnocardiinae (Subfamily) > Cerastoderma (G
enus)

Cerastoderma edule
Denmark, Nordjylland, Hals Serripes groenlandicus
NMR 33011. Common size 35 mm Iceland, Héfudborgarsveedi utan Reykjavikur, Kollafjérdur, Gufunes

NMR 17619. Common size 60 mm

Cerastoderma glaucum

Bulgaria, Burgas, Ropotamo Bay

NMR 77835. Common size 30 mm Laevicardium crassum
Senegal, Dakar, Cap de Naze
NMR 16803. Actual size 35 mm

Clinocardium nuttallii
Canada, British Columbia, Vancouver
NMR 18388. Common size 120 mm Dinocardium robustum
United States, Florida
NMR 19013. Common size 100 mm


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=2
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=51
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=105
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=216
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=382296
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=869600
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=869602
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=14633
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=229
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=381865
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=137735

Figuras de Proteccion
de la Calidad

* Via fundamental para la promocion,
fomento de la calidad y busca de
noticias, o  alternativas, salidas
comerciales a los productos de la pesca

* Asociadas a la identificacion de Ia
especie y origen, area geografica
sistema de produccidon o sostenibilidad
de la explotacion,

* Ley 6/2015, de 12 de mayo, de

Denominaciones de Origen e Indicaciones

Geograficas Protegidas

* proteccién desde la produccion, a la
comercializacién, presentacion, publludad

y etiquetado
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- Requiere que el producto implicado sea
identificable y diferenciable de sus
competidores en un mercado globalizado

* Es necesario disponer de técnicas
analiticas adecuadas para su autenticacion
y verificacion, en cualquiera de las fases de
extraccion, produccidon y comercializacion,
que constituyan una garantia para el
sector roductivo, administracion vy

consumidor, conllevando el cumplimiento
de las normas asociadas al etiquetado del
producto
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http://www.boe.es/diario_boe/txt.php?id=BOE-A-2015-5288




Muestreo * En esta actividad se obtuvieron las muestras bdasicas
con los individuos partir de los cuales se iniciaron

del recurso los trabajos de investigacion propuestos en el

proyecto.

* Muestreo de individuos de * Muestreo de berberecho,
Cerastoderma edule del litoral Cerastoderma sp. de zonas de cultivo
gallego. no gallegas

* Muestreo de individuos de Aveiro, Portugal
Cerastoderma glaucum del litoral Le Croisic, Francia
gallego Escocia

Otras muestras comerciales:
Holanda, “Aguas
portuguesas”

0001
C03°¢C02 =
=C01

* -

ImageiLandsati//Copernicus:

Data SIONOAAUIS Navy! NGAIGEBCO Google Ea rth




A partir de biopsias de tejidos de las muestras

obtenidas se aislé el ADN de un numero

re §gntativo y adecuado para los analisis
eados, mediante el kit EZNA DNA Mollusk

Aislamiento

-

* Tejidos berberechos
= Productos comerciales, elaborados
* Muestras ambientales

* Muestras problema

Ejemplo de ADN
total aislado a partir
de muestras de
musculo de los
individuos
muestrados de C.
edule..




Analisis de estructura genética
poblacional mtDNA: Aplicacion a la

. Genelt-Yanovskiy, 2018
* Datos previos

— Grupo Suroeste

* |ncremento de
resolucion

* Adaptacién a los
requerimientos
de un test de

trazabilidad

. Utils SPID

. Poblaciones
Nordeste

* Busqueda de una zona mas resolutiva e
eficaz




tRNA-Ala

14947
14500 P

COX3 CDS; CDS 42 | s00
tRNAPro ~ \ e
ol

v’ Esla primera
caracterizacion de esta
molécula completa para
esta especie.

TtRNA-Leu

“‘QC;‘L

Secuencia del genoma mitocondrial de

Cerastoderma edule (Linnaeus, 1758). .,
NCBI Reference Sequence: NC_035728.1

v' 14947 pb de longitud

v" 13 secuencias
codificantes

v' 12Svy 16S rRNAs

v’ 24 tRNAs
\/RNA-Gy
800p ‘__ 7,000
7400 125 rRNA

tRNA-Val |
ND3 CDS: CDS  tRNA-His



Alineamiento Mauve de blogues conservados en mtDNAS de Cardoidea
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ncozesss Tridacna squamosa

v" Orden génica compacta y diferenciada de otros mtDNAs caracterizados en Cardoidea
v Ausencia de una amplia regidn control, no codificante; rica en AT
v’ Presencia de una regién no codificante; sin homologia; 268pb; 50,7% AT



Diversidad genética secuencia no-codificante.

1. AD1_06_... ]

2.A01_07_... 1
3.A01_08_... 1
4.A01_11_... 1

5.A01_12_...

6. A01_14_... 1
7.A01 15 ... 1 u

7

Portugal

8. LOT_UT_E...
9. LO1_02_F...
10.L01_04 ... [}
115:L01 05550
12.L01_06_...
13.L01_07_...

14.1L01_08_...
15. L01_09_...
16.101 10

Francia

T7.NOT_32... T
18. NO1_34...

19. NO1_35... L}
20. NO1_36...

21. NO1_37... ]

22. NO1_38...

23. NO1_39...

24. NO2_01... ]
25. NO2_02... ]

26. NO2_03... L]
27. NO2_04... [ ]
28. NO2_05...

29. NO2_06...
30. NO2_07... 1
31.NO2 08... 1

Galicia

33.S01_07_...
34.S01_08_...
35.501_09_...
36.S01_10_...
37.S01_11
38.
39.
40.501_14...

A1 cn1T 1

nun
0o
a2
_ll_x
Y

Escocia

> La obtencié\v(e la secuencia completa del
genoma mitocondrial permitié localizar una
pequeia region no codificante, sin homolox
conocida, entre los genes ND6 y COX2.

> Disefio de cebadores especificos (CeduND6;
CeduCOX21R) para la amplificacion de regic¢
codificante y secuenciacion.

» Se mantiene la diferenciacidn entre conting
norte y sur. Sin discriminacion entre poblaci
del contingente Sur

Nimero  de | Nimero  de | Diversidad Diversidad
secuencias haplotipos haplotipica nucleotidica
7 5

0,857 0,00384
15 4 0,743 0,00332
3 4 0,806 0,00522
10 5 0,800 0,00298

Red de haplotipos
detectados, basado en el
algoritmo de median-joining
y elaborado con el programa
Network. Los colores indican
el area de muestreo
(Amarillo: Aveiro; azul:Noia;
rojo: Le Croisic, Francia;

Verde:Escocia). El 4rea es
proporcional al nunéero de
secuencias mostrando ese
haplotipo. Los nimeros
sobre las lineas indican el
nimero de mutacionesy su
posicién en el alineamiento. .



Deteccidn larvaria: Monitorizacién en tiempo
real del recurso en las rias

Cuantificacion larvaria

* Requirimento de semilla para
el establecemiento de una
curva de calibrado: Sefial PCR a
tiempo real / Numero de larvas

C, values

14

1 2 4 & 16 3z G4 128
Larvae No.

Figure 3. Relationship between larval number of R. philippinarim and the
estimated Cp values from real-time PCR. Black dots are mean values from
SDNA isolates: error bars are SDs. The solid line corresponds to the linear
regression [1'1 = 0.9246: P = 0; y = 29.2932 — 4.9961). Confidence
intervals and prediction intervals (95%) are depicted with dotted and
dashed lines, respectively.




Muestreo de la columna de agua

Muestreo INTECMAR Junio 2013
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Red cénica de 55 um,
- S5 4iW de una muestra
= e 2 o B8 a4 vertical auna
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Ria de Pontevedra s 3 ) .

- volumen filtrado de

7,51
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Aislamiento de ADN

Las muestras fueron
B obtenidas directamente
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Deteccion larvaria: PCR a tiempo real

iree Cerastoderma edule 165 rRMA Cedu-165-g1F Cedu-165-g1P Cedu-165-g2R
37 0 3.7 ;_,_| T30 3?;4:] 37|5':." 3, J'-,] J.-'.-':l 3-" i 3,7 j :..-\.F,f) .1-:-1""
ACGATAGAAAACCTGTC[ICATT

; 3820 3,830
AATATATTCAACTTTTCTTCTCOOTGAAAGACCGCGCTTCTETTAAAAGACAGAAGACCCCETECAGCTTGAATCANGET TCCACTAT &e TAACCCAAATTTT

I
ee———
o T —

* Cedu-16S-q1F y Cedu-16S-g2R.
* x1 SYBR Green Power Master Mix (Life Technologies),

Curva estandar

1 Larvas/L

Ric de Murm Nota

-~

1,37 La rvas/L R

3 : 3 = e—————

- S S <
Ria de Pontevedra = 2

ram 1,65 Larvas/L \
_ OFarvas/L = °

N/Noia01.3 1,13 Larvas/L

N Noia01 1

¢\ Noia01.2




iree Cerastoderma edule 165 rRMNA Cedu-165-q1F Cedu-165-q1P Cedu-165-g2R

. . _— 3740 3750 3,760 3770 3,780 3,790 15 3810 90
3710 3720 730 37 . ; 3,800 3810 3220

i . . 3830
ACEATAGAMACCTLTC|IEAT TCLAATATATTGAACTTTTCTTCTCGGTGNAAAGACCGCECTTCTETTAAAAGA L CAGAAGACCCCGTCCAGCTTCAATCAN

GCTTCCACTATEGTAACCCAAATTT

» Sistema de deteccion por PCR a tempo real de C. edule (sistema SYBRGreen Cedu-16S-
q1F/q2R)

100084002
1.0008+001

1.0002+000

7
Jf
[ rastoderma glaucum DNA|
—t L /
=TT ! /‘

10006001 [
:: AR ; r———Y«—’/__’}j‘:___i A
10000002 [\ AT 1 v i
N2 ) , [ AN
VR | - ) *  Testinicial en SYBR Green
1.0006-003 ) ! f N . - "f ° Disponib|e Sonda TaqMan
N / _ i) . epe o . .
/ i / Tem=76,64C T ] T2m=76,9°C *  Especificidad/Inclusividad
1.0006-004. / - "“-::rw.;_—-,ﬁ | - /?/"."7%'7";‘" * SenSIbi"dad
1.000e-005 1 _

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3 32 33 W 3B/ ¥ 37 B/ 9 40

Cycle Number

A\ v Preparado para aplicar a la identificacidn de especie en trazabilidad del
recurso en cualquier estadio de comercializacion e procesado.




» Sistemas de deteccion por PCR a tempo real de Marteilia cochilia

Delta Rn

1.000¢+002

1.0008+001

41.000¢+000

1.000e-001

1.000e-002

1.0002-003

1.000e-004

Delta Rn vs Cycle

| |1
i [

A
\

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 33 40

Cycle Number

ABI Prism 7000
Power SYBRGreen

. Test en SYBR Green
. Especificidad/Inclusividad
¢ Sensibilidad

Ejemplo de deteccidn, con 2 sistemas, de ADN de M. cochilia en aislados de la glandula digestiva de
C. edule, provenientes de la Ria de Arosa.

v Preparados para aplicar a la deteccion del patdgeno en individuos
infectados y en el medio marino.



|dentificacion y analisis de SNPs en C.

edule para la autentificacion del recurso
e ———

* Muestreo.

* Poblaciones proximas a dentro del “contingente sur”
* Le Croisic, Francia
* Noia, Espana
* Aveiro, Portugal

* 10 individuos/poblacion

a Le Croisic, France

Aveiro, Portugal

<

4 Noia, Spain




|dentificacion y analisis de SNPs en C.
edule para la autentificacion del recurso

* Preparacion de bibliotecas

NGS. ‘
+ Metanalisis del ‘ ”HH””“H”“

transcriptoma de C. edule  oubiedigest ravseq

para la definicion del il = 2 -
..y, Genomic DNA e e e e e
protocolo de secuenciacién novaw2 S = -
para una representacion =
reducida del genoma. Librerias:
* Disefio, sintesis y * 10 individuos/poblacién

evaluacion de dos sistemas | « 3 poblacions C. edule: Aveiro
de cuantificacion precisa LeCroisic, Noia
de bibliotecas gendmicas
por PCR a tempo real

* Amy

- EFla




Secuenciacion de bibliotecas ddRAD

* 6,58 (£ 1,27) million paired reads ,1
+ 2,6M: Aveiro (A02) oS

3,3M: Le Croisic (L0O2)

4,3M: Noia (NO3)

« 21.433 contigs
« 11.988 clusters
* 19.420 SNPs | .

Por Base N Contert

101_25199_22196/2 L]
102 21447 4831/2 ' 1
109_3146_18012/2

114_10155_22172/1 1 1

1
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Diversidad genética y diferenciacion
poblacional

Similares frecuencias alélicas en las 3
poblaciones

Contigs con valores extremos

* Fst global =0,0239

Kms

Aislamiento por distancia

1000
900
800 i
700 ®
600 i
500
400
300 i
200 .
100

0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Fst/(2-Fst)

0,02845
[P 001647 0,026789

Table 1. Pairwise F values among de samples
from the three evaluated geographic locations.



Asignacion a una poblacion basada
en la discriminacion alélica

* Interrogacion SNPs por real-time PCR
*+ Alta capacidad de procesamiento
* Fiabilidad
* Rapidez
* Econdmico
* Universal

* Combinacién de loci para la obtencién de una
alta probabilidad discriminatoria
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Population Aveiro, Portugal (N=31) Population Noia, Spain (N=28) Population Le Croisic, France (N=19)

Xb=14(45,2%);Ya=10 (32,3%); XY=7 (22,6%) Xb=2(7,1%);Ya=12 (42,9%); XY=14 (50,0%) Xb=7(36,8%);Ya=4 (21,1%); XY=8 (42,1%)



Analisis del microbioma de C. edule para la
autentificacion del recurso.

- Se elaboraron 5 colecciones estacionales de 5 individuos por muestreo
suministrados por diversas cofradias.
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Analisis del microbioma de C. edule para la
autentificacion del recurso.

* Se elaboraron las correspondientes
colecciones estacionales de
microorganismos obtenidos a partir de
biopsias de individuos de las distintas
poblaciones de Galicia evaluadas.

Coleccidn de microorganismos
aislados a partir de biopsias de
individuos de Cerastoderma edule.
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Analisis del microbioma de C. edule para la
autentificacion del recurso.

- Metodologia: Aislamiento DNA, PCRs 20 muestras
barcoding 16S rRNA, Secuenciacion 2463946 seqs
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Figure 3. Test for the
- association among
‘i ' location of common
. cockle capture

o (Confrarias) and

] . .
— bacterial community

richness.

The analysis of bacterial composition respect to the to the capture location and season was
performed using PERMANOVA (6). Thus, the samples from the same capture location
(Confraria) were more similar to each other then they are to samples from the other Confrarias
(pseudo-F=1.511, 999 permutations, P=0.035). In contrast, non-significant value was obtained
when considering year season of capture (pseudo-F=1.017, 999 permutations, P=0.442)



Diversidad taxonomica en el microbioma de C.
edule en poblaciones de las costa gallega
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Relacion entre |la composicion del microbioma
de C. edule y la localizacion de captura
(Confraria)

Axis 2 (15.03 %)

PCoA
(unweighted
UniFRac)
incluyendo 20
muestras
analizadas con
el color
codificando el
origen de
captura
(Confraria).

Espasante EQ2 Apr 17

Barallobre BO4 Nov 17

B (10:76 %)




Protocolo para la autentificacion del berberecho
C.edule de larias ga

Analisis de identificacion de especie
(Cerastoderma edule)
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